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LIGNEES D'ENCAPSIDATION HAUTEMENT PRODUCTRICES 

[.'invention a pour objet de nouvelles lignees cellulaires dites 
lignees d'encapsidation (lignees de packaging) productrices de retrovirus 

5 recombinants a haul titre et utilisables chez I'homme en therapie genique 
Le transfert de genes par retrovirus recombinants est 
actuellement largement utilise aussi bien pour des travaux experimental 
que dans le cadre d'essais therapeutiques. 

Les vecteurs retroviraux utilises dans ces differentes 

io situations sont habituellement produits par des lignees dites « de 
packaging » ou d'empaquetage ou de transcomplementation, ces trois 
termes ayant la meme signification ; ces lignees sont des cellules ayant ete 
transduites avec des constructions genetiques permettant I'expression 
constitutive des differentes proteines necessaires a la fabrication d'une 

is particule retroviral contenant les proteines de structures et les enzymes 
necessaires a leur infecttosite L'objet de lignee d'encapsidation est de 
fournir par transcomplementation des fonctions « helper », en particulier 
les genes codant pour les proteines gag, pol et env. qui ont ete enlevees 
du vecteur genomique porteur d'un transgene dont on recherche 

20 1'expression par utilisation d'un virus infectieux defectif. Ces fonctions 
« helper », depourvues de la sequence vj/, sont expnmees de facon stable 
dans les cellules de transcomplementation apres transfection d'un ou 
plusieurs plasmides les contenant et dont les transcrits RNA ne sont pas 
encapsides dans les particules virales suite a la deletion de la sequence 

25 d'encapsidation ¥ Quand ces cellules d'encapsidation sont ensuite 

transferees par des vecteurs porteurs du transgene, les proteines virales 
gag produites par la cellule de packaging peuvent encapsider le vecteur 
retroviral porteur du transgene dans des particules virales qui sont ensuite 
relarguees dans I'environnement (pour une revue voir Miller AD Gene 

30 Ther. 19901: 5-14). 
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Sur ce principe general, differents types de lignees de 
packaging ont ete realises et sont largement utilises aujourd'hui 
Cependant. ces lignees sont loin d'etre optimisees, notamment en fonction 
de leur utilisation pour un transgene specifique ou des modalites 
5 particulieres. En particulier, il n'existe aucun moyen de faire disparaitre las 
cellules transduites administrees aux patients si le transgene ou son 
produit d'expression induit des effets indesirables (par une expression 
inadequate ou une insertion inappropriee). Un autre aspect pour lequel il 
est important de disposer de cellules d'empaquetage susceptibles d'etre 

io detruites en cas de besoin sont des problemes strictement de securite, 
sachant que des recombinaisons pourraient conduire a la formation de 
virus infectieux a partir des lignees d'empaquetage. 

Le choix des cellules de depart dans lesquelles peuvent etre 
realisees des lignees de packaging est extremement important au regard 

15 des proprietes attendues et de leur utilisation clinique potentielle. A ce 
jour, la plupart des lignees cellulaires utilisees en clinique sont toutes 
denvees de fibroblastes d'origine murine, les cellules NIH-3T3. L'interet de 
ces cellules est qu'elles sont parfaitement caracterisees, qu'elles ne sont 
pas transformees (elles ne donnent pas de tumeur lorsqu'elles sont 

20 reinjectees in vivo ), qu'elles prpviennent d'animaux eleves depuis de 
nombreuses generations et dont on salt qu'ils ne presentent pas de 
pathologies particulieres (de type neurodegeneratif par exempte) qui 
permettraient de suspecter la presence d'un agent infectieux transmissible 
chez ces animaux, et done potentiellement dans les cellules utilisees. De 

25 plus, I'utilisation de cellules murines offre un degre de securite 
supplementaire en cas de contamination par un agent infectieux 
transmissible inconnu du fait de la restriction d'especes frequemment 
observee en pathologie infectieuse. Cependant, Tun des defauts dont 
souffrent les cellules murines est du au fait que les virus produits par ces 

30 cellules, et le? cellules elles-memes sont la plupart du temps rapidement 
neutralisees par le complement humain. Un moyen simple de palier ce 
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defaut est de produire des cellules de packaging a partir de cellules 
humaines ou d'une autre espece mais resistante au complement humain. 

Cependant, dans le cas des cellules humaines, elles sont 
souvent transformees et ont done un potentiel tumoral. De plus, on ne 
5 connait evidemment pas de facon detaillee I'origine des cellules et leur 
contamination possible par des agents infectieux d'origine inconnue et 
capables d'infecter I'homme. 

Les cellules simiennes pourraient etre utilisees comme les 
cellules humaines pour leur propriete de faire des particules virales qui ne 
io seraient pas detruites par le complement, mais elles ont, de fait, les 
memes defauts que les cellules humaines concernant la possible presence 
d'agents infectieux. 

Ce peut etre des cellules murines dans lesquelles ont ete 
transfers des genes leur conferant une plus grande resistance au 
15 complement et/ou au serum humain. 

Ces genes peuvent etre notamment le CD46, le CD55, le Ci 
inhibiteur (CilNH). la proteine H, le CR, soluble et notamment une forme 
multimerique telle que celle decrite dans le brevet FR 9508901 . 

L'objet de la pr6sente invention est de fournir des moyens 
20 pour la preparation de nouvelles lignees d'encapsidation remediant au 
moins en partie a un ou plusieurs des problemes precedemment decrits et 
susceptibles . 

- de produire des retrovirus recombinants a des titres eleves ; 

- d'etre bien tolerees ; 

25 -d'etre resistantes au complement, tout en restant 

acceptables quant a leur securite ; 

-d'etre faciles a produire dans des conditions de bonne 
pratique de fabrication et ayant une stabilite dans leur expression au moins 
egale a 3 mois ; 
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- de disposer d'un gene de selection permettant une selection 
positive de celles des cellules de sang qui ont incorpore le vecteur porteur 
du transgene ; 

- de disposer d'un systeme de securite permettant de detruire 
5 les cellules en tant que de besoin. 

Pour aboutir a ces differents prerequis, il est necessaire 
d'optimiser, d'une part, le choix des lignees cellulaires de depart, amsi que 
le choix de chacun des constituants necessaires a I'obtention de la 
particule retrovirale recombinante infectieuse defective, en particulier, le 

io choix des vecteurs permettant de rendre la cellule de packaging 
productrice des proteines gag, pol et eny du retrovirus, 

En ce qui concerne la production de ces cellules dans des 
cultures en masse realisees en condition de bonne pratique de fabrication 
(GMP) pour la production de cellules ou de virus a usage clinique. il est 

15 necessaire d'avoir des cellules dont les caracteristiques de croissance 
soient parfartement connues, avec des temps de division brefs. poussant a 
haute densite. le cas echeant, en suspension 

Enfin, il est necessaire de pouvoir selectionner a partir des 
cellules utilisees des transfectants stables exprimant les differents 

20 transgenes d'interet. Actuellement, on utilise la transduction des cellules 

de packaging par un vecteur unique portant le gene d'interet et un gene dit 
de selection, ou par deux vecteurs separes. Lors de la culture ulterieure 
des cellules transduites, il est en general necessaire de maintenir la 
selection pour ne pas perdre le transgene d'interet. Cependant, il est 

25 connu que differents types de modification peuvent aboutir a la perte 

d'expression du gene therapeutique, meme en presence de cette selection. 
Ceci est parttculierement vrai lorsque le transgene a une certaine toxicite 
conferant alors un avantage selectif aux rares cellules I'ayant perdu 
Utilisation possible de cellules deficientes en certains enzymes 

30 permettant leur selection sur ce critere serait done un avantage 
supplementaire. surtout lorsque le gene d'interet therapeutique 
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complemente la d6ficier.ce. En d'autres termes. I'utilisation comme gene 
de select.cn, au lieu d'un gene de resistance a un tox.que (un antib.ot.que 
en general), d'un gene supplemental une def.cience genetique de la 
cellule presente de nombreux avantages dont I'un est la possible de 
cultiver lesdites cellules en ['absence du toxique. De plus, si ce gene est 
aussi le gene d'interet, il n'est plus possible de le perdre au cours de la 
select.cn meme lorsqu'il confere un desavantage selectif. Ce gene peut 
aussi etre un gene dit « de securite » ou « gene suicide » ce qui signifie 
que Je produit ^expression de ce gene en presence d'une substance 
exogene conduit a la destruction specifique de la cellule. 

L'invention a done pour objet des cellules eucaryotes 
d'empaquetage pour la production de virus infect.eux defectifs porteurs 
d'un transgene caracterisee en ce qu'elles sont deficienles en une fonction 
cellulatre essent.elle a leur croissance, notamment en presence d'un milieu 
de culture de selection, ladite fonction etant susceptible d'etre restauree 
par I'expression d'une sequence exogene introduite dans la cellule : 

- soit avec un vecteur porteur des fonctions 
transcomplementantes des cellules d'empaquetage ; 

- soit avec un vecteur porteur du transgene ; 

- ('expression de la sequence exogene ainsi introduite dans la 
cellule permettant la selection en milieu selectif des cellules porteuses de 
ladite sequence. 

La cellule eucaryote d'empaquetage selon l'invention est 
caracterisee par le fait qu'elle verifie I'un ou plus.eurs des proprietes 
suivantes . 

- elle est susceptible de produire des part.cules v.rales a un 
taux superieur a 10 5 particules par ml ; 

- elle est resistante au complement ou elle produit des 
particules virales resistantes au complement ; 

- elle a un temps de division inferieur a 30 heures ; 
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- elle est stable au moins 3 mois dans un milieu de culture 

non selectif ; 

- elle est depourvue de retrovirus endogenes. 

[.'invention porte egalement sur des lignees d'empaquetage 
5 productrices de virus infectieux defectifs, porteurs d'un gene d'mteret 
therapeutique dans lequel le gene d'interet lui-meme porte par un vecteur 
approprie est utilise comme gene de selection de la lignee d'empaquetage 
susceptible de produire les virus recombinants defectifs. 

Sur cette base, plusieurs types de cellules peuvent etre 

io utilis6s : 

des cellules NIH-3T3 TK~, 

a) les cellules murines NIH-3T3 qui sont actuellement 
largement utilisees comme cellules de packaging productrices de 
retrovirus recombinants utilises en clinique (Takahara et al. dans Journal 

is of Virology, (1992 juin) 66 (6) 3725-32). 

b) des lignees TK~ ont deja ete decrites dont des cellules 
NIH-3T3 TK~ (F. Wagner et al., EMBO Journal (1985), Vol 4 n° 3. 
pages 663-666) ; ces cellules peuvent etre tuees lorsqu'elles sont cultivees 
dans des milieux de culture selectifs comme le HAT. Mors que si elles sont 

20 complementees pour la fonction thymidine kinase, par exemple celles 
provenant du virus HSV1-TK, elles peuvent alors pousser en milieu 
selectif ; de telles lignees offrent done la possibilite d'utiliser le gene 
HSV1-TK comme gene de selection. Le gene codant pour la thymidine 
kinase de HSV1 ou un de ses derives fonctionnels est aussi largement 

25 utilise comme transgene £ titre de prodrogue transformant le ganciclovir ou 
I'acyclovir en drogue cytotoxique pour la cellule, trouvant ainsi son 
application dans la destruction selective de cellules, par exemple de 
cellules cancereuses (voir par exemple WO 95/22617). 

De maniere plus generale, des cellules TK" peuvent etre 

30 derivees par mutation de toute cellule susceptible d'etre utilisee comme 
cellule d'empaquetage, par exemple les cellules Vero. 
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Ainsi, lorsque le gine therapeutique porta par un vecteur 
tfexpression est introdui. dans une ce.lule de package defiden.e pour la 
mvmidine kinase. ,a selection de ,a ce,,ule de packaging ayan. integre le 
vecteur porteur du transgene se fait sur le gene therapeutique lui-meme, 
permettan. ainsi tfaugr.en.er la productive de la culture en virus 
recembtnants defectifs, lea cellules de packaging n'ayant pas ,n.egre le 
vecteur recombinant etant ipso facto eliminees en milieu selecUf. 

De manfere plus generate, invention porte sur des cellules 
tfempaquetage deficien.es en une fonction cellulaire essentielle a leur 
cro,ssance e. dans laque.le le transgene est susceptible de res.aurer la 
fonction cellulaire deficiente. 

II est important que les vecleurs defectifs infecfieux 
recomb,nan.s porteurs tfun transgene soien, resistants au complement 
a,nsi qu'aux autres facteurs potentiellement des.ruc.eurs de virus ou de 
cellules dans le sang ou dans les fluides m.erstidels ; pour ce fatre les 
l.gnees cellulaires de invention peuvent avantageusement etre el.es- 
memes res.stantes au complement e, done preferen.iellemen. etre ,ssues 
de cellules humaines ou simiennes e. plus particulieremen. de singes de 
I'Ancien Monde ou cellules humaines modifies. 

Dans le cas de cellules humaines ou simiennes, il est 
.mportant de disposer de cellules don. lorigine est claire. a savoir non 
porteuses tfagents WeCleux tforigine .nconnue e« capabfes MM 
I'homme. La l.gnee 143 B TIC est une lignee tforigme humaine connue 
(M anservigi R. et a, dans Virology. (1988 Novembre, 167 (1) 284-8) ; 
un temps de division bref e'es.-a^ire tfenviron d,x-huit heures e. elle 
prodUi. des particules virales resistan.es au complement. Elle peut done 
avantageusemen. ere utllisee comme cellule de packaging de Hnvenuon. 
Les cellules Vero sent egalemen. largement utilises* netamment pour la 
production de vacdns ; ce sen. des cellules simiennes qui produ.sen. 
Sgalemen. des particules virales resis.an.es a la neutralisation par le 
complement ; les conditions de culture de ces lignees son. parfaitemen. 
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connues et une lignee deficiente en thymidine kinase pourra etre obtenue 
par les techniques classiques et etre avantageusement utilisee apres 
transformation par les vecteurs perrnettant la construction de packaging, 
comme lignee d'empaquetage ayant les caracteristiques des lignees de 
s I'invention. 

La fonction d'une lignee cellulaire ' d'empaquetage de 
retrovirus est de foumir les fonctions transcomplementantes qui ont ete 
deleters du vecteur recombinant porteur du transgene, ces fonctions etant 
essentiellement les genes codant pour les proteines gag, p_gj et eny, Ces 

10 fonctions sont exprimees de facon stable dans les cellules de packaging a 
partir d'un ou de preference deux moins deux plasmides distincts afm de 
reduire tres fortement la possibility de generer des particules 
recombinantes competentes pour la replication. Des lignees de packaging 
existantes ont ete realisees a partir de proteines retrovirales murines ou 

15 aviaires et sont decrites dans Miller AD, Hum Gene Ther, 1990 J; 5-14 

Les genes gag et pol des retrovirus murins sont synthetis6s 
habituellement par le meme ARN qui donne naissance a des precurseurs 
gag ou des precurseurs gag / pol par d^calage du cadre de lecture. Ces 
processus sont bien optimises dans la particule retrovirale de type 

20 Moloney et les constructions destinees a faire la cellule d'empaquetage de 
1'invention ne toucheront pas a la structure LTR gag / pol . a I'exception de la 
deletion de T. Le choix des genes gag/pol ainsi que des LTR sera fait en 
fonction de I'objectif qui est d'avoir un taux eleve de particules virales 
recombinantes defectives produites eleve et par consequent I' expression 

25 la plus forte possible de ces genes gag/pol est recherchee. 

Selon un mode de realisation de I'invention, les cellules 
d'encapsidation sont caracterisees en ce qu'elles comprennent : 

- un vecteur porteur d'un LTR lui-meme caracterise par une 
bonne efficacite de transcription par exemple le LTR du virus de Friend 

30 FB29 (voir WO 96/17071) ; 
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- une region gag/po] issue, soit du virus de Moloney, soit du 
virus de Friend ou de tout autre retrovirus a partir du moment ou la 
structure et I'expression de cette fonction sont optimisees ; 

c) un gene de selection quantitative c'est-a-dire tel que 
lorsque I'on augmente la pression de selection, on augmente a priori le 
nombre de transcrits synthases. 

Si le gene de selection de type quantitatif est situe sur le 
meme plasmide que le plasmide codant pour gag et pol. ('augmentation du 
nombre de transcrits codant pour le gene de selection augmente de la 
meme maniere que le nombre de transcrits codant pour gag et pol 
^optimisation sera encore amelioree si Ton fait en sorte que la traduction 
du gene de selection soit plus faible que celle de gag/poL 

Pour ce faire, le gene de selection est situe soit a environ une 
centaine de paires de bases du codon stop de pol, soit sous le controle 
d'une sequence IRES normale ou mutee (pour Internal Ribosome Entry 
Sites) de telle facon que Initiation de la traduction soit moins efficace que 
celle des genes gag et pol La mutation peut consister a supprimer I'ATG 
principal, ('initiation se faisant alors sur un ATG moins performant 
preexistant ou genere par mutation. 

Les sequences IRES sont des sequences qui ont ete util.sees 
dans des constructions retrovirales pour maitriser la traduction des 
transcrits d'ARN polycystroniques. Les sequences IRES peuvent initier 
d.rectement une traduction dans un codon d'initiation. Ainsi, Inclusion 
d'une telle sequence peut permettre d'exprimer plusleurs genes a partir du 
meme promoteur. 

L'autre alternative qui est de situer le gene de selection a 
env.ron une centaine de bases du codon stop de pol permet egalement 
d'attenuer la traduct.on du gene de selection par rapport a la traduction 
des genes qaq/pol 

Le gdne de selection peut egalement etre situe sur le vecteur 
porteur du gene env quand celui-ci est distinct de celui portant gag/pol ; 
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enfin les deux vecteurs de construction de la cellule de packaging peuvent 
I'un et I'autre porter un gene de selection. 

Les genes de selection peuvent par exemple dtre des genes 
de type BSR c'est-a-dire de resistance a la blasticidine S ou un gene de 
5 resistance a la zeomicine. Le gene de resistance a la blasticidine est un 
gene de selection pour les cellules animates qui a ete decrit notamment 
par IZUMI M et al dans Experimental Cell Research (1991), 197 : 229-233 
Ce gene semble particulierement efficace puisqu'il a ete notamment utilise 
comme marqueur de selection pour produire des hybridomes producteurs 
io danticorps monoclonaux humains avec un bon rendement (Journal of 
Immunological methods, 1994, 177 : 17-22). 

Un exemple de vecteur particulierement approprie a la 
construction des lignees de packaging de I'invention est represents dans 
la figure 1a. 

15 Le deuxieme vecteur utilisable pour la construction de la 

cellule d'empaquetage est porteur de genes codants pour les enveloppes 
de retrovirus. La plupart des genes codant pour les enveloppes de 
retrovirus pourraient avoir un certain degre de toxicite pour la cellule : or, il 
est necessaire d"avoir des quantites suffisante de proteines d'enveloppe 

20 qui soient synthetisees pour que les particules retrovi rales recombmantes 
defectives soient bien infectieuses. 

Les sequences env codant pour les peptides derives d'une 
enveloppe. par exemple enphotrope peuvent etre par exemple I'enveloppe 
4070a du virus de la leucemie murine de Moloney (MoMuLV). Mais, tout 

25 type de gene codant pour une proteine d'enveloppe susceptible d'etre 
integree dans la membrane cellulaire au moment du bourgeonnement du 
r6trovirus est utilisable ; le choix de la proteine eny peut etre guide par la 
nature du recepteur de la cellule cible que Ton souhaite transferer par le 
virus retroviral recombinant defectif. Le gene env porte par le plasmide de 

30 construction de la cellule d'empaquetage est sous la dependance de 
sequences regulatrices de transcription virales ou non virales. II peut s'agir 
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de promoters forts cornme le promoteur du cytomegalovirus (CMV) dans 
le cadre de constructions genetiques telles que la preselection oblige la 
cellule a synthetiser des quantites importantes d'enveloppes. Par 
« promoteur fort », on entend toute sequence d'acide nucleique 
comportant le site de fixation de I'ARN polymerase ainsi que les sites de 
fixation des proteines regulatrices et permettant un taux eleve de 
transcription de la sequence situee sous le contrdle dudit promoteur 

II peut s'agir egalement de promoteurs inductibles qui 
permettraient une absence ou une express.on faible d'enveloppes qui 
pourraient etre ensuite induites de facon transitoire lors du recueil des 
particules virales. Par « promoteur inductible », on entend une sequence 
promotr«ce activate a volonte par une molecule donnee , ce type de 
promoteur est utilise chaque fois que Ton desire declencher a la demande 
I'expression d'un gene donne.. 

Oes examples de promoteurs inductibles susceptibles d'etre 
utilises dans la construction des cellules d'empaquetage de ('invention sont 
les promoteurs inductibles par la tetracycline decrit par Bujard et al. dans 
Mol and Gen. Genetics, (1977 Dec 9) 157 (3):301-11, ou les promoteurs 
inductibles conditionnels tel le promoteur RAR-f3 (Japanese Journal of 
Genetics, (1993 juin) 68 (3) 175-84) ; les « promoteurs conditionnels » sont 
constitues d'une sequence promotrice activee par un ou des facteurs 
trans-regulateurs specifiquement produits par un tissu donne. mais non 
necessairement identifies, comrne par exemple le promoteur de 1'insuline 
sensible a des facteurs strictement pancreatiques. 

Ces constructions peuvent s'appliquer a tous les genes eny 
classiques de type 4070A du virus de la leucemie murine de Moloney 
(MoMuLV) ou a des enveloppes qui pourraient etre utilisees en fonction de 
leurs proprretes particulieres notamment la resistance au complement de 
type RD114. Des enveloppes de type HTLV1 ou derives de Antivirus tels 
que foamy virus peuvent egalement etre utilisees. 
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Des genes d'enveloppe ayant un tropisme particulier pour 
des cellules cibles susceptibles d'etre transferees par des virus 
recombinants defectifs produits par les cellules d'empaquetage peuvent 
etre avantageusement utilises, par exernple des sequences d'enveloppe 

5 de spumavirus ayant un tropisme particulier pour les cellules 
hematopoTetiques humaines. 

Enfin, dans le cadre d'un systeme inducible tel que decrit 
plus haut, il sera it alors possible d'utiliser des enveloppes de type VSV-G 
Le vecteur porteur du gene env cornporte en 3' une sequence 

10 de polyadenylation telle celle issue du virus SV40. Un exernple de vecteur 
porteur du gene eny est montre dans la figure 1b, dans laquelle ZeoR est 
le gene de resistance a la zeomycine. 

Les deux vecteurs permettant de constituer la cellule de 
packaging sont bien evidemment depourvus de sequences 

15 d'encapsidati.on 

Les cellules d'empaquetage recombinantes telles que 
decrites ci-dessus avec leurs differents modes de realisation sont 
susceptibles d'etre transfectees par un vecteur retroviral recombinant pour 
I'expression et/ou ('integration au sein du genome d'une cellule cible d'une 

20 sequence de nucleotides choisis (transgene) pour un interet therapeutique. 
Ce transgene peut etre, soit une sequence codant pour une fonction 
deficiente dans la cellule cible et dans laquelle on souhaite restaurer ladite 
fonction, ou pour introduire une fonction complementaire et/ou regulatrice 
dans la cellule cible, ou encore et sans etre limitatif une sequence 

25 permettant d'activer des prodrogues comme dans le cas du gene de la 
thymidine kinase du virus de HSV1 transformant le ganciclovir ou 
I'acyclovir en drogue toxique et destructrice des cellules, ou le gene de la 
cytosme desaminase transformant un precurseur 5 fluorouracile en drogue 
active ; cela peut Stre enfin un transgene permettant d'induire ou de 

30 stimuler le systeme immunitaire, soit par manipulation des cellules 
tumorales, soit par manipulation des cellules du systeme immunitaire lui- 
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meme ou au contraire un transgene permettant de specifiquement inhiber 
une reponse immunitaire dans le cas par exemple du rejet de greffe ou 
dans le cas de maladies auto-immunes. 

La structure generale d'un vecteur retroviral porteur du 

5 transgene necessite la presence de deux LTR encadrant le ou les genes 
d'interet ou transgenes et porte la region permettant I'encapsidation du 
transcrit dans la particule pseudo-retrovirale dont les proteines de 
structure sont codees par la cellule d'empaquetage de I* invention. 

En ce qui conceme les LTR utilises, seront preferes, sort ceux 

ip derives des souches de Moloney, tels que ceux derives des souches Mov 

(ref Jaenish) pour leur plus grande capacite a s'exprimer dans des cellules 
peu ou non differenciees que sont entre autres les cellules tumorales et, 
decrits dans la demande de brevet EP n c 0674716 ou les LTR derives des 
virus de Friend pour leur haut taux d'expression comme cela a ete decrit 

15 ci-dessus. 

L'invention porte egalement sur des vecteurs retroviraux 
recombinants porteurs d'un gene heterologue dont I'expression est 
recherchee dans une cellule cible, caracterisee en ce qu'ils component : 

- un gene d'interet therapeutique X, sous le controle d'un 

20 promoteur, 

- une sequence nucleotidique Y dont I'expression 
complemente la fonction deficiente dans la cellule d'empaquetage, 

- une sequence d'encapsidation 

- le cas echeant un gene de securite 2 dont I'expression en 
25 presence d'une substance exogene conduit a la destruction de la cellule 

transfectee ou infectee. 

Quand le transgene d'interet therapeutique est un gene 
suicide par exemple celui codant pour HSV1-TK ou I'un de ses derives 
fonctionnels, les sequences X et Y ou Y et Z ne forment qu'un seul et 
30 meme gene, et I'utilisation d'un tel vecteur permet de selectionner lesdites 
cellules d'empaquetage qui ont ete transferees par ledit vecteur. 
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Un bon titre viral depend du nombre de transcrits 
encapsidables produits par la cellule d'empaquetage. 

L'invention porta egalement sur le procede d'obtentron de 
virus recombinants infectieux defectifs a haut titre dans les cellules telles 
5 que decrites ci-dessus et comprenant : 

a) I'infection ou la transfection desdites cellules par un 
vecteur recombinant porteur au moins d'un gene d'interet therapeutique X ; 

- une sequence nucleotidique Y dont I'expression 
complemente la fonction deficiente de la cellule d'empaquetage si cette 

10 deficiente subsiste apres construction de ladite cellule d'empaquetage par 
les vecteurs porteurs des genes gal, pol et env ; 

- une sequence d'encapsidation \j/ . 

- et le cas echeant un gene de securite Z dont I'expression en 
presence d'une substance exogene conduit a la destruction de la cellule 

15 transferee ou infectee ; 

b) la selection desdites cellules dans un milieu de culture de 
selection dans le cas ou la cellule d'empaquetage est deficiente pour une 
fonction donnee et que le vecteur porteur du transgene supplee cette 
deficience. 

20 Quand les lignees d'empaquetage sont deficientes en 

thymidine kinase, le vecteur porteur du transgene sera un vecteur 
bicistronique permettant la selection en presence d'un gene thymidine 
kinase de HSV1 ou un derive fonctionnel de celui-ci. Une propriete 
surprenante du gene HSY1-TK est que un taux d'expression eleve peut 

25 entrainer une toxicite pour la cellule, empechant d'obtenir un nombre eleve 
de transcrits. Dans ce cas de toxicite du gene, la selection des cellules 
productrices aboutit a I'obtention de clones dans lesquels I'expression du 
gene est faible et done le titre infectieux tres bas. Le vecteur de l'invention, 
susceptible d'infecter ou de transferer les cellules d'empaquetage decrites 

30 ci-dessus, sera done construit de telle facon que la production des 
transcrits encapsidables du transgene soit elevee en comparaison avec la 
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production des proteines HSV1-TK. Ainsi, une cellule d'empaquetage TIC 
transferee par un vecteur bicistronique porteur, d'une part, d'un transgene 
et, d'autre part, de HSV1-TK ou I'un de ses derives peut a la fois §tre 
selectionnee dans le milieu selectif HAT et etre productnce de particules 
virales a haut titre, tout en evitant une contre-selection due a lactivite 
toxique du HSV1-TK lorsque le gene est traduit activement. Ceci permet 
done la realisation de cellules d'empaquetage disposant d'un titre eleve et 
qui produisent des retrovirus defectifs codant, soit pour HSV1-TK seul, soit 
pour un gene d'interet et HSV1-TK. 

Cette difference dans la production de trianscrits du 
transgene X, d'une part, et de Y, d'autre part, est realisee par la 
construction de vecteurs recombinants dans laquelle la sequence 
nucleotidique Y dont I'expression complemente la fonction deficiente de la 
cellule d'empaquetage, par exemple HSV1-TK, est situee soit a environ 
une centaine de paire de bases du codon stop du transgene, soit sous le 
contr6le d'une sequence de type IRES normale ou mutee telle que decrite 
ci-dessus de telle facon que I'initiation de la traduction de la sequence Y 
soit moins efficace que celle de la sequence X. 

Dans le cas ou le transgene est lui-meme le gene permettant 
la selection des cellules d'empaquetage, e'est-a-dire dans le cas ou X et Y 
sont un seul et rneme gene (par exemple HSV1-TK). le gene d'interet lui- 
meme est utilise comme gene de selection Au contraire, quand le gene X 
et le gene Y sont differents, le gene Y peut alors assurer egalement une 
fonction de gene de securite Z car il permet le cas echeant de detruire les 
cellules transferees avec le gene therapeutique par traitement du malade 
avec une substance transformant la prodrogue en drogue toxique. 

Dans le cas ou la sequence Y et le cas echeant la sequence 
Z codent pour HSV1-TK, un exemple de realisation du vecteur recombinant 
de I'invenfion est represente sur la figure 2. 

Dans cette figure, les deux vecteurs representes montrent la 
difference entre les deux modes de realisation permettant une momdre 
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expression du gene HSV1-TK (sequences Y et 2 reunies). soit par une 
certaine distance du codon stop du gene X, soit par I' introduction d'une 
sequence IRES. La sequence representee par gag* signifie que ia 
sequence d'encapsidation peut comprendre non seulement la region 

5 genetique necessaire a I'encapsidation mais egalement la partie du gene 
gag mute qui ne permet pas la reconstitution de la proteine gag mais qui 
peut augmenter I'efficacite d'encapsidation 

Les proprietes de HSV1-TK sont compatibles avec cette 
conception En effet, de tres faibles quantites de TK sont suffisantes pour 

10 pouvoir selectionner en presence d'un milieu selectif HAT des clones 
cellulaires derives de cellules TK negatives ; de la meme maniere, une tres 
faible expression de TK est suffisante pour obtenir une bonne sensibilite 
au ganciclovir. 

Dans certains cas, les trois genes X, Y et 2 ne peuvent 

15 representor qu'un seul gene comme, par exemple, il s'agit du-gene HSV1- 
TK qui joue a la fois le r6le de transgene, de gene de selection, et de gene 
de securite. Une construction comme celle-ci presente I'avantage de 
pouvoir ajouter dans le vecteur un deuxieme gene therapeutique. par 
exemple un gene qui code pour des cytokines lorsque Ton souhaite 

20 elirniner des cellules cancereuses. 

Un autre mode de realisation de I'invention, lorsque le gene 
TK est le gene therapeutique lui-meme, peut etre caracterise par le fait que 
le gene Y peut etre un gene codant pour un autre marqueur de selection 
par exemple le gene BSR cite plus haut ou un autre gene d'interet 

25 therapeutique comme par exemple un gene de cytokine. 

Pour une expression optimisee du gene Y. ce dernier peut 
etre place sous le controle d'un promoteur interne faible qui peut etre lui- 
meme attenu6 par un « read through » par le LTR du vecteur retroviral. 
Dans cette condition le LTR 3' du vecteur peut egalement contenir une 

30 deletion de I'amplificateur de sorte que ce « read through » n'empeche pas 
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I'expression apres infection de la cellule cible par les particules virales 
recombinantes. 

De maniere generate, le procede d'obtention de virus 
recombinants defectifs a haut titre petrt porter sur tout transgene dont 
5 ("absence induit une pression de selection negative pour la cellule 

d'empaquetage ; une cellule ainsi deletee du gene codant pour ce 
transgene serait alors « sauvee » par le vecteur retroviral qui jouerait en 
meme temps le role de vecteur de selection. Ceci s'appliquerait ainsi a tout 
gene cellulaire dont la surexpression induit une pression de selection 

10 negative pour la cellule puisque seules les cellules d'empaquetage 
porteuses et productrices de retrovirus recombinants seront selectionnees 
positivement meme dans le cas ou I'expression du gene d'interet aurait 
tendance a contre-selectionner ces cellules 

L'invention porte sur I'utilisation des cellules d'empaquetage 

15 et des vecteurs decrits ci-dessus dans la preparation d'un medicament de 

therapie genique possedant les qualites de securite, et d'efficacite 
requises pour ce type de medicament, & savoir resistants au complement 
et ayant la possibility d'etre detruits in situ en tant que de besom 

L'invention porte sur rutilisation des cellules d'empaquetage 

20 selon l'invention et des vecteur recombinants porteurs d'un gene d'interet 
tel que decrit ci-dessus a la transformation de cellules cibles du systeme 
immunitaire telles les cellules souches hematopoTetiques, des cellules 
lymphocytaires ou des cellules cancereuses. 

L'invention porte egalement sur I'utilisation des cellules 

25 d'empaquetage telle que decrite plus haut dans un procede de coculture 
de cellules cibles d'un retrovirus infectieux defectif porteur d'un gene 
d'interet en therapie genique et produit par les cellules d'empaquetage, 
ces dernieres devant etre imperativement detruites avant utilisation 
desdites cellules cibles ainsi transformees en medicaments. II est connu en 

30 effet que certaines indications necessitent cette coculture in vitro de la 
cellule able et de la cellule d'empaquetage, par exemple quand la cellule 
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cible est une cellule du systeme lymphocytaire ou des cellules souches 
hematopoYetiques, La cellule d'empaquetage doit imperativement etre 
eliminee avant la reintroduction de la cellule able ainsi transformee. 
Quand la cellule d'empaquetage est porteuse du gene HSV1-TK comme 
5 gene de selection par exemple, I'utilisation d'un milieu de culture contenant 
du HAT en presence de ganciclovir et d'acyclovir peut permettre de 
detruire selectivement les cellules portant le gene HSV1-TK et done la 
cellule d'empaquetage au profit des seules cellules cibles transferees par 
le virus retroviral produit par lesdites cellules d'empaquetage. 

io Un autre mode de realisation dans le cas de coculture peut 

etre realise avec des cellules d'empaquetage directement depourvues du 
gene HSV1-TK et la selection du melange cellulaire en presence du milieu 
selectif HAT en maintenant une concentration cellulaire adequate fait 
egalement disparaitre les cellules d'empaquetage sans alterer les cellules 

is cibles 
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REVINDICATIONS 

1 Cellule eucaryote d'empaquetage pour la production de 
virus infectieux defectifs porteurs d'un transgene, caracterisee en ce 
qu'elle est deficiente en une fonction cellulaire essentielle a sa croissance, 
notamment en presence d'un milieu de culture de selection, ladite fonction 
etant susceptible d'etre restauree par I'expression d'une sequence 
exogene introduce dans la cellule : 

soit avec un vecteur porteur de fonctions 
transcomplementantes des cellules d'empaquetage ; 

- soit avec un vecteur porteur du transgene, 

et permettant la selection en milieu selectif des cellules porteuses de ladite 
sequence exogene. 

2. Cellule eucaryote selon la revendication 1 caracterisee par 
le fait qu'elle verrfie Tune ou plusieurs des proprietes suivantes : 

- elle est susceptible de produire des particules virales a un 
taux supeneur a 10 s particules par ml , 

- elle est resistante au complement ou elle produit des 
particules virales resistantes au complement ; 

- elle a un temps de division infeneur a 30 heures . 

- elle est stable au moms 3 mois dans un milieu de culture 

non selectif , 

- elle est depourvue de retrovirus endogenes 

3. Cellule selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterisee 
en ce qu'elle provient d'une cellule humaine ou simienne. 

4. Cellule selon I'une des revendications 1 a 3 caracterisee 
en ce que le transgene lui-meme est susceptible de restaurer la fonction 
cellulaire deficiente. 

5 Cellule selon la revendication 4 caracterisee en ce que le 
transgene est le gene codant pour la thymidine kinase ou pour un derive 
fonctionnel de celle-ci 
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6 Cellule selon I'une des revendications 3a 5 issue de la 
lignee 143 B TK" ou d'une cellule Vero, 3T3-TK" 

7. Cellule selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, modifiee par transfection avec au moms deux vecteurs 
retroviraux porteurs : 

- pour le premier, des genes aal/pol , sous le controle d*un 
promoteur de type LTR, une sequence de polyadenylation, le cas echeant 
des signaux regulateurs de transcription de oag et pol ; 

- pour le deuxieme, un gene codant pour une proteine 
d'enveloppe, sous le controle d'un promoteur qui sera avantageusement 
choisi parmi les promoteurs forts de type pCMV ou parmi les promoteurs 
inductibles, une sequence de polyadenylation ; 

- au moins un gene de selection pour Tetablissement de la 
cellule en lignee de packaging qui peut etre situe sur le premier ou le 
deuxieme vecteur ; 

- les susdits premiers et deuxiemes vecteurs etant depourvus 
de sequence d'encapsidation. 

8. Cellule d'empaquetage selon la revendication 7 
caracterisee en ce que un gene de selection est situe sur le premier 
vecteur et peut etre notamment un gene de resistance a la Blasticidine S 
(gene BSR) ou a la Zeomycme (gene ZeoR). 

9. Cellule d'empaquetage selon la revendication 7 ou 8 
caracterisee en ce que le gene de selection est situe, soit a environ une 
centaine de paires de bases du codon stop de rjiol, soit sous le controle 
d'une sequence de type IRES, normale ou mutee, de telle facon que 
I'mitiation de la traduction du gene de selection soit moins efficace que 
celle des genes gag et p_ol. 

10. Cellule d'empaquetage selon I'une des revendications 7 a 
9 caracterisee en ce que le promoteur controlant les genes gaci et go\ est 
le LTR du virus de Friend B29 
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11 Cellule d'empaquetage selon Tune des revendications 7 a 
10 caracterisee en ce que le deuxieme vecteur contient egalement un 
gene de selection different de celui situe sur le premier vecteur. ledit gene 
de selection etant situe, soit a environ une centame de paires de bases du. 

5 codon stop de poi, soit sous le contrdle d'une sequence de type IRES, de 
telle facon que hnttiation de la traduction du gene de selection soit moms 
efficace que celle des genes gag et pol 

12 Vecteur retroviral recombinant porteur d'un gene 
heterologue X dont Expression est recherchee dans une cellule cible et 

io porteur d'une sequence m caracterise en ce qu'il comprend . 

- une sequence nucleotidique Y dont Expression 
complemente la fonction deficiente dans la cellule d'empaquetage, 

- le cas echeant un gene de securite Z dont ('expression en 
presence d'une substance exogene conduit a la destruction de la cellule 

15 transferee ou infectee 

13 Vecteur selon la revendication 12 caracterise en ce que X 
et Y ou Y et Z ou X, Y et Z ne representent qu'un seul et meme gene, et 
que ledit vecteur permet de selectionner les cellules d'empaquetage qui 
contiennent le transgene d'mteret X 

20 14. Procede d'obtention de virus recombinants a haut titre 

dans des cellules d'empaquetage telles que definies dans Tune des 

revendications precedentes comprenant : 

a) I'infection ou la transfection desdites cellules par un 

vecteur recombinant porteur au moins de . 
25 _ un gene d'interet therapeutique X, sous le contrdle d'un 

promoteur, 

- une sequence nucleotidique Y dont I'expression 
complemente la fonction deficiente dans la cellule d'empaquetage, 

- une sequence d'encapsidation 
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- le cas echeant un gene de securite 2 dont I'expression en 
presence d'une substance exogene conduit a la destruction de la cellule 
transfectee ou infectee, 

b) la selection desdites cellules dans un milieu de culture 
5 comprenant une substance entratnant la mort de la cellule quand la 
sequence Y n'est pas exprtmee 

15 Procede selon la revendication 14 caractense en ce que 
la sequence Y est situee, soit a environ une centame de paires de bases 
du codon stop de X, soit sous le controle d'une sequence de type IRES, de 
io telle facon que I'mitiation de la traduction de la sequence Y soit moms 

efficace que cede de (a sequence X. 

16. Procede selon I'une des revendications 14 et 15 dans 
lequel les sequences Y et Z sont identiques.. 

17. Procede selon I'une des revendications 14 et 16 dans 
is lequel le gene d'interet therapeutique X et la sequence Y sont identiques 

18.. Procede selon I'une des revendications 14 a 17 
caracterise en ce que la cellule est deficiente en thymidine kinase, telle par 
exemple les cellules issues de la lignee 143B TIC, et la sequence Y est 
celle du gene de la thymidine kinase de HSV1-TK ou Tun de ses derives 

20 fonctionnels, les cellules etant afors selectionnees en milieu HAT, et 
susceptibles d'etre detruites en cas de necessite en presence de 
ganciclovir ou d'acyclovir. 

19.. Utilisation de cellules d'empaquetage selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 11 dans un procede de coculture de 

25 cellules cibles d'un retrovirus infectieux defectif porteur d'un gene d'mteret 
en therapie genique et produit par lesdites cellules d'empaquetage, ces 
dernieres devant etre detruites avant utilisation desdites cellules cibles 
amsi transformees en medicament. 

20 Utilisation selon la revendication 19 ou les cellules cibles 

30 sont les cellules du systeme immunitaire telles les cellules souches 
hematopoietiques ou des cellules lymphocytaires. 
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21 Utilisation de cellules d'empaquetage selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 11 dans la preparation d'un 
medicament de therapie genique. 
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